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論文内容要旨
研究目的
 肺気腫症の発症要因として,現在はプロテアーゼ・抗プロテアーゼ不均衡説が諸研究家の注目
 するところとなっている。しかしそのメカニズムについても未だ十分解明されているとはいえな
 い。プロテアーゼ・抗プロテアーゼ不均衡説は,1960年代にα]一アンチトリプシン欠損症と肺
 気腫症との関連性が発見され,またほぼ同時期にラットの気管内にパパインを注入し実験的に肺
 気腫症を作り出すことに成功して以来,膵エラスターゼ,ヒト好中球エラスターゼ,内因性のエ
 ラスターゼを活性化させることにより,肺気腫症のモデルが作られたことからプロテアーゼの中
 心的なものはエラスターゼと考えられる様になっていた。
 肺の細胞外基質の約50%はコラーゲンが占めるものの,従来コラゲナーゼ単独では肺気腫性
 の変化の誘起は困難とされていたが,1992年にD'Arminen七〇等により,ヒトコラゲナーゼ
 (matrixme七alloproteinase(MMP)一1)をハプトグロビンのプロモーターに連結し発現させた
 transgenicmouseにヒト肺気腫症に類似した気腔の拡大を観察したことから,ヒト肺気腫症に
 も内因性のコラゲナーゼの作用が疑われた。
 これらのことより,肺気腫患者における胸腔鏡下肺部分切除術(TVRS)時の標本を用いてヒ
 ト肺気腫症におけるmatrixmetalloproteinase(MMP)一1,MMP-2,MMP-9,membrane七ype
 matrixmetalloproteinase(MT1-MMP),tissueinhibitorofmatrixmeta工loproteinase
 (TIMP)一1,TIMP-2および好中球エラスターゼ,αrアンチトリプシンについての研究を行っ
 た。
研究結果
 MMP4,MMP-2,MMP-8,MMP-9,MTl-MMP,TIMP-1,TIMP-2にっきmRNAレベ
 ルでは肺気腫組織,非肺気腫組織の双方に存在が確認されたものの,免疫組織学的に検索した結
 果では,MMP-1,MMP-8,MMP-9,TIMP-1,TIMP-2は肺気腫組織・非肺気腫組織ともに染
 色性が低く,明らかな差異は認められなかった。しかし,MMP-2,MTIMMPは主に肺胞上皮
 細胞,線維芽細胞,肺胞マクロファージに存在し,肺気腫組織においてより強い染色性が認めら
 れた。
 肺胞壁をホモジェナイズした上清中の顆粒球エラスターゼ量は,肺気腫組織中には355.1±
 59.1ng/gproteinに対し,非肺気腫組織中には246.7±57.7ng/gproteinであった。また,αr
 アンチトリプシン量は4.0±0.7mg/gproteinの肺気腫組織に対し,非肺気腫組織では1.7mg/g
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 proteinであったが2群間に有意差はみとめなかった。
 1型コラーゲン分解活性は肺気腫組織においてILO±3.0×10-71U/g/72hに対し非肺気腫組織
 では3.5±L4×10-7工U/g/72hと肺気腫組織に有意の上昇が認められ肺気腫の成因にコラゲナー
 ゼの関与が示唆された。
 MMP-2,MMP-9の活性はgelatinzymographyにより解析した。その結果ゲラチン分解能
 はMMP-2二肺気腫0.66±0.09に対し,非肺気腫では0.31±0.04と有意に上昇しており(p<
 0.Ol),活性型のMMP-2の量も肺気腫に多く認められた。MMP-2の活性化には,膜型のマトリ
 クスメタロプロテアーゼ(MT1-MMP)の関与が報告されており,本研究でもウェスタンプロッ
 ト法によりその発現量の増加が確認された。MMP-2とMT1-MMPには1型コラーゲンの分解
 能を有するという報告も在り,コラゲナーゼ群のMMP-1,MMP-8はEIAによる定量でも肺気
 腫,非肺気腫組織間に差はなく,免疫組織染色においてほとんど認めないことから肺気腫におけ
 るコラゲナーゼ活性の上昇はむしろMMP-2およびMT1-MMPの関与が強く示唆された。また
 elastinzymographyによりMMP-2にはエラスチン分解能も有していることが判明した。
 以上のことから,MMP-2には肺の細胞外基質であるコラーゲンとエラスチンの双方の分解能
 が在り,これを活性化するMT1-MMPの過剰発現が肺胞の破壊に強く関与しているものと考え
 られた。
 研究の意義・独創的な点
 本研究は,ヒト肺気腫においてMMP-2によるコラーゲンとエラスチンの分解能のinvivoで
 証明したものであり,これに関する報告は未だない。肺胞の破壊に関与するプロテアーゼを明ら
 かにすることができればその阻害をすることにより病態の進展を押さえることにつながるであろ
 う。本研究では複雑なプロテアーゼのカスケードの1部を明らかにしたものと考える。
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 審査結果の要旨
 近年肺気腫症による死亡者数は増加傾向にあり,特に欧米においては死亡原因の上位にあがる
 ようになり,我が国においても同様の傾向がある。肺気腫症の発症要因として,現在はプロテアー
 ゼ・抗プロテアーゼ不均衡説が諸研究家の注目するところとなっているが,そのメカニズムにつ
 いても未だ充分解明されているとはいえない。従来考えられてきた,プロテアーゼの中心的なも
 のは好中球エラスターゼであったが,本研究では,新鮮な肺気腫のサンプルと正常肺のコントロー
 ルとを対比させ,細胞外基質の代謝に注目し詳細なプロテアーゼと抗プロテアーゼの検討を行っ
 ている。
 はじめに,MMP-1,MMP-2,MMP-8,MMP-9,MT1-MMP,TIMP-1,TIMP-2につき
 mRNAレベルでの存在の確認後,免疫組織学的にも検索している。その結果MMP-1,MMP-8,
 MMP-9,TIMP-1,TIMP-2は肺気腫組織,非肺気腫組織ともに染色性が低く,明らかな差異が
 なく,MMP-2,MT1-MMPは主に肺胞上皮細胞,線維芽細胞,肺胞マクロファージに存在し,
 肺気腫組織においてより強い染色性を示し,気腫性変化の形成にMMP-2およびMT1-MMPの
 関与を示唆している。
 ついで,MMP-2に注目し,SDS-PAGEやゲラチンザイモグラフィーを用い気腫性変化をき
 たした周囲の肺内におけるコラゲナーゼ活性,ゲラチナーゼ活性の上昇していることを証明し,
 それに加え,エラスチンサイモグラフィーによりMMP-2によるエラスチン分解活性の上昇から
 ヒト肺気腫の形成とMMP-2との関連を示した。また,生体内におけるMMP-2の活性化機構に
 関与すると考えられているMTl-MMPとの関連も考察しており肺気腫の成因にMMP-2の関与
 の可能性がきわめて高いことを指摘している。
 さらに,エンザイムイムノアッセイ法を用いて,MMP-i,MMP-2,MMP-9,TIMP-1,
 TIMP-2の定量を行い,免疫組織学的検索,酵素活性の結果の裏付けをおこなっている。従来考
 えられてきたエラスターゼーα1一アンチトリプシンの不均衡は認めておらず,MMP-2,MTl-
 MMPの関与の信憑性を高めている。
 本研究は,ヒト肺気腫においてMMP-2によるコラーゲンとエラスチンの分解能の上昇をはじ
 めて証明し,肺内の細胞外基質の代謝における複雑なプロテアーゼのカスケードの1部を明らか
 にしたものでこれに関する報告は未だなく,今後の肺気腫の成因論に大きく影響し得る研究であ
 り,学位に値するものと考える。
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